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論 文 内 容 要 旨
ヌ ク レア ーゼP1は1957年 に國 中 らによ り,Penicilliumcith㎜ の培 養 液中 に 発
見 され,耐 熱 性 に優 れ て お り,核 酸 を 略ぽ 完全 に5'ヌ ク レオチ ドに分 解す る事 か ら,1961年
以来 ヤ マサ醤 油㈱ にお い て,5'ヌ ク レオチ ドの 工業 生 産'に用 い られ て い る。 ひ で得 られ
た5'ヌ ク レオチ ドは,調 味 料を は じめ 医薬 品原 料 と して も広 く利 用 され て い る。 ヌクレァー
ゼP、 に関 す る酵 素学 的,物 理 化学 的性 質 につ い ては藤 本 らに よ り詳 細 に調 べ られて い る。
又,そ の作 用形 式 が 轟ニ ー クな事 か ら,精 製 酵 素 標品 は核 酸 の構 造研 究等 の 有力 な武 器 と して
世界 各 国 で利 用 され て い る。
一 方 ,近 年酵 素 工業 の発展 に伴 い,固 定 化酵 素 の開発 利 用 が盛 ん に な って来 た 。 固定 化酵
素 の工業 的利用 に関 しては ア ミ ノ ア シラ ーゼ,グ ル コ ース イ ソメ ラ ー ゼ 等既 に実 用化 され
て い る ものを 始 め,多 くの酵 素 につ いて研 究 が な され て い る。 この場合,対 象 とな る基質 の
大 きさは,大 部分 所謂 低 分子 物質 で あ り,蛋 白質,多 糖,核 酸 の様 な高 分子 を基 質 とす る酵 素
を 固定 化 して も活性 あ発 現率 が低 く,実 用 化 の対象 には な り得 なか った。 特 に核 酸分解 酵 素
に関 して は系統 だ った仕 事 は,殆 ん どや られ て いなか った。 以 上 の様 な背 景の 下 に,RNA
の様 な高 分子 基質 に対 して も高 い活 性 を有 し,長 期間 の使 用 に も耐 え られ る固定 化 ヌ ク レア ー
ゼPユ の開発 を 始め た。
1固 定 化:方 法 の 検 索
セ ル ロースを担 体 と して,ヌ ク レア ーゼP、 の 固定 化方 法 を検 討 した(Table1)。 共 有
結 合法 を 用 い た場 合,固 定 化 ヌ ク レア ーゼP、 の 酵母RNAに 対 す る分解 活 性 の発 現 は3%前
後 に過 ぎなか った。 最 も効果 的 な方 法 は,Expt.皿 に示 したチ タ ン ・セ ル ロー スコ ンプ
レ ・クスを 担体 と して精製 酵 素 を固定 化 す る事 で あ った。 この 場合,比 較性 は元 の8.3%に 達
した。
π 担 体 の 検 索
チ タ ン ・コ ンプ レ ックス法 は チ タ ン原 子 を介 して担体 と酵素 がそれ ぞ れ配位 結 合 で結 ばれ る。
担体 の活性 化 は,四 塩 化 チ タ ン水溶 液 中 に,浸 漬す るだ けで良 か った。 検 索 の結果,弱 塩 基
性 陰 イオ ン交換樹 脂 のデrオ ライ トA-4,多 孔 性 セ リカ ゲル ビーズ5D,及 び軽 石 が ヌ ク レ
ア ーゼP、 の担体 と して,優 れ て いた(Table2)
皿 固 定 化 ヌ ク レ ア ー ゼP、 カ ラ ム に よ る 核 酸 の 連 続 分 解
固定 化ヌ ク レア ーゼP、 を カ ラム につ あ,工 業 グ レー ドの粗 核酸(純 度89%)を 用 い,
60℃,pH4.8で 連 続 分解 試験 を行 な った。 固定 化酵 素 カ ラムで の連 続 操 作時,核 酸 由来
の不 純物,色 素 や 蛋 白 質,が 除 々に沈 着 して カ ラムの活 性 を低 下 させ た。1%RNAを 用
い た時,25～28日 に亘 って完 全分 解 可能 で あ った。 使 用 済み の カ ラムは,1NNaOH
又 は1NNaOH-20%TiC1、 で処理 す る事 によ り再 生 され、何 回 も使用 出来 た。 担 体
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が再生 ・利用可能な事は,共 有結合法では見 られない,本 法の特徴かつ利点である。
四 固 定 化 ヌ ク レ ア ー ゼP、 の 性 質
チタン・コ ンプ レ ・クス法 によ る固定 化 ヌ ク レア ーゼPユ の酵素 学 的,蛋 白化 学的 性質 を,共
有 結合 法 と比 較 ・検 討す る事 に よ り,固 定化 され たヌ ク レア ーゼP・ の状態 を探 り,高 分子 基
質 に対 して も高 い比 活性 を有 す る原 因 を究 明 した。
a)酵 素 学 的 性質(Table3)
本 酵素 は高 温域 にお い て核 酸 を 分解 す る際,安 定 剤 と して α1mMの 亜 鉛 を要 求す る 。 共
有結 合法 でCNBr-SePharosg4Bに 固定 化 したP、 は,そ の際亜 鉛 を必 要 とせ ず,種
々の条件 下 で の耐熱 性 も明 らか に元 の酵 素 蛋 白質 の コ ンフ ォメ ーシ ・ ンが安 定 化(凍 結)さ れ
た事 が推 察 され た 。 一方,チ タ ン ・コ ンプ レ 。クス法 の場 合,各 性 質 が元 の酵 素 と似 て お り,
共 有結 合 法 に比 べ て,酵 素の コ ン フ ォメ ーシ 。 ンの フ レキ シ ビ リテ ィ ーが保 たれ て い る事 が推
察 され た。
固 定化 酵素 の 場合,担 体 に よ る立 体障 害 や基質 の内 部拡 散 の影響 等 がそ の動力 学定 数 を左 右
す る事 は無 視 で き ない が,基 質 の大 き さを変 え て調 べ ると,Km値 は,固 定 化 して も殆 ん ど変 化
しなか った。 見 か けの最 大速 度(Vmax)の 変 化 か ら,共 有結 合法 の場 合,固 定 化反 応 時 に
酵 素 蛋白質 の変 性 が起 き てい る事,チ タン ・コ ンプ レ ック ス法 の場 合,は その 程 度 が低 い事 が
示 唆 され た。
b)蛋 白 化学 的性 質
ヌ ク レア ーゼP1はEDTA,SDS,塩 酸 グア ンジ ンに対 して敏 感 で あ り,特 に高 分子 基
質 に対 す る活 性 は,低 濃 度 薬剤 存 在 下 で失活 した。 この時,元 の 酵 素 につ きCDス ペ ク ト
ルを観 察 したが,二 次構 造 的 には 変 化 が な く,側 鎖 由来 の スペ ク トル変 化 もわ ず かで あ った。
即 ち,EDTAは 亜 鉛 を脱離 させ る事 によ り間 接 的 に,又SDSや 塩 酸 グアニ ジ ンは,直 接活
性 発現 に必要 な コ ンフ ォメ ー シ ・ ンを崩 し活 性 低 下を もた らす。 こ の時,こ の様 な コ ンフ ォ
メ ーシ ・ンは例 え 共有結 合 法 で 固定 化 して も,殆 ん ど安定 化 され なか った 。
尿 素変 性 に おい ては,上 記 とは異 な りむ しろ酵 素蛋 白質 の コ ンフ ォメ・一 シ ・ ンに適 当 なゆ る
み が生 じて,特 に高 分 子基 質 に対 して 作用 し易 くな り,見 掛 け上 活 性 が増 大 した(Fig.1)。
チ タ ン ・コンプ レ ・クス法 にお い ては,コ ンフォメ ーシ ・ンのゆ るみ と同時 に担体 との 間 の結合
もゆ るみ,元 の酵 素 の挙 動 を増 大 した様 なパ タ ー ンを示 した。 一方 共 有結 合法 の場 合 は,前
述 した様 に,固 定 化時 点 で既 に コ ンフ ォメ ー シ ョ ンが変 化 して い る為,尿 素 の様 な 懸弱 い"変
性剤 によ るコ ンフ ォメ ーシ ョ ン変 化 で も活性 低 下 が生 じた もの と推 察 され た。
固定 化 前後 におけ るコ ン フォメ ーシ ・ン変 化 を調 べ る目的 で,P1分 子 中 の チ ロ シ ン残 基 へ
の125工 の取 込み を比 較 した(Fig.2)。 未 変性 の酵素 で は,」33モ ル の1251が 取 り
込 まれ ・約7残 基 のチ ロシ ンが修 飾 され た。 一 方,共 有結 合法 で固定 化 した酵素 で は2&7
モル もの1251が 取 り込 まれ た 。 この事 か ら,共 有 結 合法 の場合,固 定 化 時 にか な りのコ
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ンフ ォメ ーシ ・ン変 化 が起 きて い る事 が 明 らか にな った6
これ まで の実験 を通 して,高 分 子基 質 に対 す る活 性 発 現 には適 正 な る コ ンフ ォメ ーシ 。ン
と,フ レキ シ ビ リテ ィーが特 に必 要 で あ る事 が明 らか にな った。 ヂ タ ン ・コ ンプ レックス法
の場合,直 接 的な証 明 は困難 で あ った が,共 有結 合 法 に比 べ る と 担 体 に ゆ る く固定 化 され て
い る為 元 の酵 素 に近 い コ ンフ ォメ ー シ 。 ン及 び フ レキシ ビ リテ ィー を保 ち,こ の事 が高分子
基質 に対 して も高 い活 性 を発 現 出来 る原 因 で あろ う。
Vヌ ク レ ア ー ゼP、 に お け る 亜 鉛 の 役 割
EDTA濃 度を 変 え てP、 を処 理 す る事 に よ り,3原 子 の亜 鉛 を1つ ずつ 選択 的 に脱離 させ
る事 が 出来 た(Fig.3)。 最 初 に脱 離 す る亜 鉛(正臆,高 分 子 基質 に作用す る際 の構 造 に関
与 して お り,2番 目の亜鉛lmも 矢 張 り活 性 構造 の維 持 に 関与 してい る もの と思わ れ た。 第3
番 目の亜 鉛 〔皿}が脱 離す ると2次 構 造が破 壊 され,酵 素 蛋 白質 は 不溶化 し,失 活 した。 亜 鉛{1)
が脱 離 した ヌ ク レア ーゼP、 の 耐熱 性 は元 に比 べ て著 しく低下 した。EDTAと 塩 酸 グアニ
ジン共存 下 で 酵素 を処 理す ると,両 者 は相 乗的 に働 き,亜 鉛 の脱 離 及 びア ンホ ール デ ィングを
促 進 した(Fig.4)。 又,亜 鉛 はSDS処 理 に よ って も脱離 した(Fig.5)。
ヌ ク レア ーゼP、(MWI4生000)の 一SHの 存 在状 態 を調 べ た とこ ろ,一S-S一 結 合
は2本 しか な く,残 りの 一SHI残 基 は,亜 鉛 と 配 位 して い た。 これ らの事 か ら亜鉛 原 子
は,ヌ ク レア ーゼP、 分子 中 にお い て,例 えば サ ーモ ライ シンのカル シ ウム原子 の様 にペ プチ
ド骨 格 を架 橋す る補 強 材と して の役 目を果 してお り,そ の 中で亜 鉛伽 臆,多 分活 性 中心 に あ っ
て ヌク レア ーゼP、 の活性 及 び構 造 の 要 と な って い る もの と推 察 され る。 尚,亜 鉛 が触 媒能
の み な らず,構 造 維持 に も直 接 関与 して い る例 は,こ れ ま で殆 ん ど知 られ て い ない 。
RNaseAやT、 は いずれ も ヒスチ ジ ン残 基 が活性 発 現 に重要 な役割 を果 して い るが,ヌ
ク レア ーゼP、 に お いては,13残 基 の ヒスチ ジンの うち8残 基 を修飾 して も著 しい失 活 は起
こ らなか った。
残 り の5残 基 の ヒスチ ジ ンは,3原 子 の亜鉛 と配位 して いた。 ヒスチ ジ ン残基 と亜鉛 原子 と
の関係 につ い て も言 及 した い。
VIヌ ク レ ナ ー ゼP、 以 外 の 核 酸 関 連 酵 素 の 固 定 化
a)ア デ ノシ ン(ボ ス フ ェー ト)デ ア ミナ ーゼ
この酵 素 は ・ チ タ ン ・コ ンプ レックス法 で デ ュオ ラ イ トA-4に 効 率 良 く固 定化 され,pH60,
45℃ で3%5'AMPの デ ア ミネ ーシ 。ンを行 なわせ た時 の 活性 の半 減 期は約20日 で あ っ
た 。
b)5・ ボス ポ ジ エステ ラーゼ
この酵 素 は 工業 グ レー ドの核酸 に存在 しヌ ク レア ーぜP、 に抵 抗性 の2'→5'ホ ス ポ ジエ
ステル結 合 を 切断 す るが,チ タ.ン ・コ ンプ レックス法 で軽 石 に効 率良 く固定 化 された。pH4 .8,
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60℃ でpXpY溶 液 の連続 分解 を試 み た時 の活 性 半減 期 は20日 で あ った 。
c)ポ リヌク レオチ ド ・ホス ホ リラー ゼ
こ の酵 素 は,合 成 ポ リヌ ク レオ チ ドの製造 に用 い られ てお り,製 品 の うち,特 にポ リ{1レ ポ
引C臆 今注 目 され てい るイ ンタ ーフ ェロ ンの イ ンデ ュ ーサ ーと して用 い られ て い る。 この酵
素 はpH8～9で 作用 す るの でチ タ ン ・コ ンプ レ ック ス法 は 適用 出来 ない。
多孔性 ガ ラス ビ ーズ を ア ミノ プ ロ ピル化 し更 に グル タル アル デ ヒ ドで 活性 化 した後,PNPase
を 固定 化 した とこ ろ,高 い活性発 現 率 が得 られ た。 現在 この固 定化PNpaseの 実用 化 を検
討 中 であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
近年酵素工業の発展に伴い,固 定化酵素の開発利用が盛んになっそ来たσ之迄になかったRNAの




陰イオン交換樹脂のデュオライ トA-4,多 孔性シリカゲルビーズ5D及 び軽石が優れていることを
見出 した・以上を恥 カテムにつめ ・工業グレー ドの粗鰍 を鯛 し・60℃ ・・H4・8で 実際嘩
続 分解 試 験 を 行 な って成 功 した 。
次 ぎに チ タ ン ・コン プ レ ッダス法 に よる 固定化 ヌ クレア ーLビP1の 酵 学 的,蛋 白 質化 学的 性 質 を共
有結 合 法 と比較 し乍 ら検 討 し高分 子基 質に 対 して も高い 比 活性 を有 す る機 構 を究 明 した。 この結 果 本
酵 素 は 高温 域 に おい て核 酸を分 解 す るに は安 定 剤 と して0。1mMの 亜 鉛 が必要 で あ る ことを見 出 した 。
本 法に よる固定 化 酵 素 は,各 性質 が元 の酵 素 と よ く似 て お り,共 有結 合 法 に 比べ て.,酵 素 の コン フォ
メー シ 。ンの フ レキ シ ビ リテ ィーが 良 く保 たれ て い る事 が推察 され た。
蛋 白 質化学 的 に調 べ た結 果 ヌク レア ー ゼP1はEDTA・SDS・ 塩 酸 グ アニ ジ ンに対 して は 敏 感 で,
特 に 高分 子基 質 に 対 す る活 性は 低 濃度 では 失活 した 。 元 の酵素 のODス ペ ク トルをみ て も二 次構 造 に
は 変化 がな く,側 鎖 由来 のスペ ク トル変 化 も僅 か で あっ た・即 ちEDTAは 亜 鉛 を離 脱 させ るこ とに
よ り間 接 的 に,ま たSDSや 塩 酸 グ ア テジ ンは直 接活 性 発 現に 必要 な コ ンフ ォ メー シ 。ンを 崩 し活 性
低 下を もた らす もの と思 わ れた 。 こ1れに反 して尿 素は 酵 素蛋 白質 の コ ンフ ォ メー シ ョンに適 当 なゆ る
みが生 じて特に高分子基質に対 して作用 し易 くなり,見 掛け上活性が増大した。
EDTA濃 度を変えて処理することにより,3原 子の亜鉛を1つ ずつ選択的に脱離させることが出
来亜鉛の役割を解明出来た。最初に脱離する亜鉛は高分子基質に作用する際の構造に関与,2番 目は
活騰 造の維持 ・・翻 が麟 すると・次構造が蕨 され ・不靴 し珠 活 し牟・
以上のように本研究は酵素学に新知見を加えたぼか りでなく酵素利用工業にも有益な基礎 となるの
で学位を授与するのに充分な資格のあるものと審査員一同は認定した。 陣
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